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BACTERIES LACTIQUES TRANS FORMEE S POUR LEUR CONFERER UN 
METABOL I SME RESPIRATOIRE , ET LEVAINS COMPRENANT LESDITES, 
BACTERIES . 

La presente invention concerne 1 ' amelioration 
5 des proprietes de conservation et d' acidification des 
levains lactiques. 

Par « levain lactique » # on designe toute 
"preparation destinee a 1 ' ensemencement d'un milieu a 
fermenter, et comprenant au moins une souche de bacteries 

10. lactiques appartenant notamment a l'un des. genres 
Lactococcus , Streptococcus , Enterococcus , Leuconostoc , 
Lactobacillus, Propionibacteria, ou Bifidobacteria, ou.un 
melange de souches appartenant a un ou plusieurs des 
genres mentionnes ci-dessus. 

15 Lies levains lactiques utilises notamment pour 

produire des aliments fermentes et des produits 
d' ensilage sont habituellement prepares en culture par 
lots, et sont ensuite concentres et conditionnes pour une 
utilisation ulterieure afin d'inoculer differents 

2 0 produits alimentaires en vue de leur fermentation. L'une 
des preoccupations des product eurs de levains est 
d'obtenir une biomasse bacterienne importante, et de 
maintenir une bonne viabilite des bacteries pendant le 
stockage afin que, lors de 1 ' inoculation, la fermentation 

2 5 demarre rapidement et donne des produits alimentaires 
possedant des caracteristiques reproductibl'es . 

Or, de nombreuses causes de stress peuvent 
* intervenir lors des dif f erentes etapes de preparation des 
levains et alterer la survie des bacteries lactiques. En 

30 particulier, la viabilite bacterienne peut etre 
rapidement perdue si les cultures sont maintenues en 
phase stationnaire . L'une . .des causes en est 
1 ' accumulation dans le milieu de produits naturels du 
metabolisme bacterien, notamment des acides organiques 

35 comme l'acide lactique qui entrainent une diminution de 
pH pre judiciable a la. croissance bacterienne. Une autre 
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cause de perte de viabilite pendant la preparation et le 
stockage est la presence d'oxygene, qui est naturellement 
toxique pour les bacteries lactiques ; ces bacteries ont 
en effet en commun un metabolisme des hydrates de carbone 
base sur la fermentation. BERGEY'S manuel, 9 dme edition, 
edite par HOLT et al . (1994) WILLIAMS et WILKINS Eds . 

Pour limiter la baisse de pH, on utilise 
habituellement pour la production de levains de bacteries 
lactiques, des milieux de culture tamponnes autour de 
pH 6 avec des cations associes a des carbonates, des 
hydroxydes, des phosphates ou des oxydes. Cependant, ces 
apports dans le milieu de culture peuvent entrainer des 
problemes pour les productions ulterieures , par exemple 
en • favorisant le developpement de phages, ou en 
augmentant la solubilite des caseines . 

Pour eviter. les effets toxiques de 1'oxygene, 
la preparation et le stockage des levains sont 
habituellement effectues en anaerobiose ; - par exemple, 
pendant la preparation des cultures de levains par lots, 
certaines . etapes • sont ef fectuees sous azote, af in 
d'eliminer les traces d'oxygene. Cependant, lors de 
1 'utilisation des levains, ceux-ci sont frequemment mis 
en presence de niveaux .eleves d'oxygene. Par exemple, le 
lait qui est utilise pour la preparation des produits 
laitiers fermentes est fortement aere pendant les 
processus de transfert et done riche en oxygene. Ceci 
pourrait constituer une cause de ralentissement du 
redemarrage des levains. 

II a ete rapport e [A. K. SIJPESTEIJN, Antonie 
von Leeuwenhoek 36 :335, 1970] que des Lactococcus et 
Leuconostoc cultives en presence d'heme et sous aeration 
produisent des cytochromes et possedent un metabolisme 
respiratoire . 

Des travaux plus recents [KANEKO et al . Appl . 
Environ. Microbiol., 56 :9, 2644-2649 (1990)],. font etat 
d' une amelioration de" la proliferation d'une souche de 
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Lactococcus lactis diacetylactis, cultivee en presence 
d'hemine et/ou de Cu 2+ . Ces auteurs n'ont pas attribue cet 
effet a 1' apparition d'un metabolisme respiratoire, mais. 
a 1' activation de la diacetyl -synthase par 1 ' hemine et/ou 
le Cu 2+ , ce qui orienterait pref erentiellement le 
metabolisme fermentaire vers la production de diacetyle, 
au detriment du lactate. 

L'equipe des Inventeurs a recemment decouvert 
que dans le cadre de la preparation de levains lactiques, 
1 ' utilisation d'un compose porphyrique associe a une 
culture en aerobiose permettait d'obtenir une croissance 
bacterienne plus importante que celle obtenue lors des 
procedes classiques, et qu'en outre, le ppurcentage de 
bacteries viables * dans* la population bacterienne et la 
duree de la survie etaient egalement beaucoup plus 
importants. Qui plus est, lorsque les levains obtenus -de 
la sorte sont utilises pour inoculer un produit.^ a 
fermenter, on observe un redemarrage tres rapide de la 
croissance et • de la f ermentation - bacterienne, se 
traduisant par une acidification du produit beaucoup plus 
rapide que celle observee avec des levains classiques. 
Ces travaux sont decrits dans la Demande Internationale 
PCT/IB99/01430 (PCT WO 00/05342) au nom de l'INRA. 

Les Inventeurs ont maintenant montre que les 
ameliorations du rendement bacterien et de la viabilite 
pendant le stockage etaient dues a 1 ' acquisition d'un 
metabolisme respiratoire par L. lactis lors de la culture 
sous aeration et en presence d'un compose porphyrique. 
.Lors de 1 ' inoculation du produit -a fermenter, les 
bacteries sont en outre capables de restaurer 
immediatement un metabolisme fermentaire, ce qui - se 
traduit _ par 1 ' augmentation des performances de 
redemarrage . 

Le metabolisme respiratoire necessite la 
presence de l'equipement enzymatique implique dans 
differentes voies metaboliques , notamment la synthese et 
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1 'utilisation d'heme, la synthese de cytochromes, et 
probablement la synthese d'au moins une partie du cycle 
• des acides tricarboxyliques (cycle de Krebs) . 

En utilisant des amorces derivees de - 
5 1'alignement de sequences de genes connus comme impliques 
dans la respiration chez d'autres bacteries, les 
Inventeurs ont recherche la presence de genes homologues 
chez L. lactis. lis ont ainsi identifie trois genes 
codant respectivement pour la f errochelatase (enzyme 

10 intervenant dans la biosynthese de l'heme en catalysant 
la formation d'un complexe entre le fer et un compose 
porphyrique precurseur de l'heme; le complexe ainsi forme 
pouvant etre , incorpore dans les cytochromes bacteriehs) , 
la cytochrome D oxydase (une hemoproteine necessaire pour 

15 la respiration), et 1'aconitase (enzyme intervenant dans 
le. cycle de Krebs) -. 

lis ont en outre montre que les genes codant 
- la cytochrome D oxydase et la . f errochelatase etaient 
fonctionnels chez ' L. lactis. lis ont eh effet constate 

20 que des bacteries dans lesquelles le gene de la 
cytochrome D oxydase est inactive ne presentent ■ plus de 
metabolisme respiratoire lorsqu'elles sont cultivees en 
aerobiose •• et en presence d'un compose porphyrique 
contenant du fer. De meme, ils ont observe que 

25 1 ' inactivation du gene codant la f errochelatase 
entrainait la perte des capacites de metabolisme 
respiratoire de L, lactis dans le cas de cultures 
effectuees en presence d'un compose porphyrique ne 
contenant pas de fer, tel que la protoporphyrine , mais 

30 pas dans le cas de .cultures effectuees en presence d'un 
compose porphyrique contenant du fer, tel. que l'heme. 

Ces observations confirment que 1 ' amelioration 
des performances des levains lactiques obtenue en 
preparant ces levains en aerobiose et en presence d'un 

3 5 compose porphyrique, - decrite dans la Demande 
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PCT/IB99/01430, est liee a. 1 ' apparition d'un metabolisme 
respiratoire dans ces "conditions de culture. 

Les ■ resultats des inventeurs demontrent 
notamment que les bacteries lactiques, representees par 
5 L. lactis, possedent la capacite de croitre via un 
mecanisme fermentaire ou respiratoire. 

Le mode de croissance depend des conditions de 
culture, mais aussi des signaux transmis par la cellule - 
elle-meme. La metabolisme semble plutot fermentaire au 

10 debut de la croissance, puis devient respiratoire une 
fois que les bacteries sont en croissance exponentielle 
tardive. Les Inventeurs ont en outre emis l'hypothese 
qu'il existait une regulation de cette transition exercee 
par la bacterie, et qu'une alteration de cette 

15 regulation, effectuee par 1 9 inactivation ou par la sur- 
expression d'un gene regulateur qui controle la 
transition entre croissance fermentaire et respiratoire, 
peut avoir comme resultatune respiration plus efficace. 

La presente invention a pour but de fournir 

20 des moyens de conferer un metabolisme respiratoire a des 
bacteries lactiques, ou de favoriser celui-ci; notamment 
afin d' ameliorer les performances des levains lactiques 
de maniere comparable a'celle observee precedemment lors 
de 1' addition d'heme (ou d'autres molecules derivees des 

25 porphyrines) . 

Conformement a la presente invention, ce but 
. peut etre atteint en provoquant ou en f avorisant 
1 'expression, chez une bacterie lactique d'au moins une 
proteine participant a ce metabolisme, par modification 

3 0 du profil genomique de la bacterie lactique, soit en 
trans f erant chez une bacterie lactique un ou plusieurs 
des genes du metabolisme respiratoire , clones a partir 
d'une bacterie aerobie, soit en inactivant ou sur- 
exprimant un gene de la bacterie de depart, afin de 

35 -basculer le metabolisme vers la voie respiratoire. 
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La presenter invention a pour objet une 
bacterie lactique modifiee genetiquement afin de lui 
conferer un metabolisme respiratoire, ou d'activer ledit 
metabolisme. 

5 Ceci englobe notamment toute bacterie lactique 

ayant subi au moins une modification consistant en 
1' addition d'au moins un gene, codant pour une proteine 
intervenant ...dans le metabolisme respiratoire ou 
favorisant ledit metabolisme, et/ou au. moins une 

10 modification resultant en, 1' activation d'au moins une 
proteine intervenant dans le metabolisme respiratoire ou 
favorisant ledit ' metabolisme, et/ou au moins une 
* modification resultant en la sur-expression d'au moins un 
gene codant pour une proteine intervenant dans le 

15 metabolisme respiratoire ou favorisant ledit metabolisme, 
et/ou au moins une modification resultant- en 
1 ' inactivation totale ou partielle, d'au moins un gene 
codant pour une proteine intervenant dans' le metabolisme 
f ertnentai're ou favorisant ledit metabolisme, et/ou au 

20 moins une modification resultant en la sous-expression, 
d'au moins un gene codant pour une proteine intervenant 
dans le metabolisme f ermentaire ou favorisant ledit 
metabolisme. 

Une modification resultant en 1' addition d'au 
25 moins un gene codant pour une proteine intervenant dans 
le metabolisme respiratoire, ou le favorisant, peut etre 
obtenue en transformant ladite bacterie lactique par au 
moins un gene heterologue (c ' est-a-dire un gene qui n'est 
— pas present naturellement dans ladite bacterie) , implique 
30 dans le metabolisme respiratoire. II peut s'agir en 
particulier d'un gene issu d'une bacterie aerobie ' et 
implique dans le metabolisme respiratoire. Ledit gene 
peut notamment etre choisi parmi : 

- les genes codant pour des proteines de la 
3 5 voie de biosynthese de l'heme ; 
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- les genes codant pour des proteines de la 
voie de biosynthese des cytochromes ; 

les genes codant pour des proteines 

heminiques ; 

5 - les genes codant pour des proteines du cycle 

de Krebs . 

Une modification resultant en la suractivation 
d'une proteine - intervenant dans le metabolisme 
respiratoire ou le favorisant, peut par exemple etre 

10 obtenue par introduction, dans le gene codant cette 
proteine, d'une mutation resultant en une proteine plus 
active. Une modification resultant en la surexpression 
d'au moins un gene codant pour une proteine intervenant 
dans le metabolisme respiratoire, ou le favorisant, peut 

15 par exemple etre obtenue en transformant ladite bacterie 
lactique par au moins une copie supplementaire dudit 
gene, et/ou en agissant sur la regulation en cis ou en 
trans de ce gene, par exemple en plagant ledit gene sous 
controle d' elements de regulation de 1' expression 

2 0 permettant une expression plus importante (par exemple 

promoteur fort, promoteur constitutif, amplif icateur de 
transcription, etc.) et/ou en inactivant . des elements de 
regulation negative de 1 ' expression associes audit gene, 
(par exemple represseur-, attenuateur, etc.). 
25 Par exemple, on peut ainsi suractiver et/ou 

surexprimer un ou plusieurs genes choisis parmi : 

- des genes regulateurs des voies metaboliques 
favorisant la voie respiratoire ; 

- des enzymes de la voie de biosynthese des 

3 0 cytochromes ; 

des genes codant pour des proteines 

heminiques. 

Une modification resultant en 1 ' inactivation, 
totale ou partielle, d'au moins un gene codant pour une 
35 proteine intervenant dans le metabolisme fermentaire, ou 
le favorisant, peut etre obtenue notamment par deletion 
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de tout ou partie dudit gene, ou par introduction d'une 
mutation resultant en la production d'.une proteine moins 
active ou inactive. Une modification resultant en la 
sous -expression d'au moins -un gene codant pour une 
proteine intervenant dans le metabolisme f ermentaire ou 
le favor isant, peut par exemple etre obtenue en agissant 
sur la regulation en cis ou en tirans de ce gene, par 
exemple en plagant ledit gene sous controle d' elements de 
regulation negative de 1' expression (par exemple 
represseur, attenuateur, etc.) et/ou en inactivant 
partiellement ou totalement , les elements de regulation 
positive de 1 ' expression (par exemple . promoteur, 
amplif icateur de transcription/ etc.) associes audit 
gene, ou en rendant cette expression inductible . 

A titre d'exemple noh-limitatif d'activatiqn 
ou de sur-expression d'un gene codant pour une proteine 
intervenant dans le metabolisme respiratoire , ou le 
favorisant, on citera notamment : 

une activation d'un ou ■■ plusieurs genes 
intervenant dans 1 ' assimilation de l 'heme, ou une 
modification augment ant 1' expression dudit ou desdits 
genes et/ou la rendant constitutive. 

Ceci permet l'obtention d'une souche ayant une 
assimilation de l'heme plus precoce et/ou plus efficace, 
ce qui est souhaitable dans les cas ou la disponibilite 
de- l'heme constitue une etape - limitante pour un 
metabolisme respiratoire. 

Dans ce cas, . la commutation entre un 
metabolisme fermeritaire et un metabolisme respiratoire 
peut etre controlee par modification de la teneur en 
oxygene du milieu de culture et par la presence d'heme. 

Des exemples non-limitatif s d' inactivation ou 
de sous -expression de genes codant pour des proteines 
intervenant dans le metabolisme f ermentaire, ou le 
-favorisant sont notamment : 
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une inactivation du gene ccpA, ou une 
modification attenuant son expression ou la rendant 
inductible. Le gene ccpA regule 1 ' expression de plusieurs 
genes impliques dans le catabolisme des sucres [LUESINK 
et al., Molecular Microbiology 30 : 789—798, (1998)]." Les 
Inventeurs ont emis- 1 ' hypothese que son inactivation 
pourrait favoriser 1' expression des genes necessaires a 
la respiration. 

une inactivation du gene gls24 ou—une 
modification attenuant son expression ou la rendant 
inductible. Une etude chez Enterococcus faecalis decrit 
le gene gls24, qui reprime 1' expression des genes codant 
la L-iactate dehydrogenase, la lipoamide dehydrogenase, 
et la pyruvate decarboxylase, dont tout sont impliquees 
dans le metabolisme . [GIARD et al . J. Bacterid. 182 : 
4512-4520, (2000) ] . Un gene analogue a gls24 existe chez 
I/, lactis. Les Inventeurs ont emis 1' hypothese qu'un 
mutant de L. lactis pu gls24 est inactive pourrait etre 
avantage vis a vis de la respiration. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, ladite bacterie lactique est choisie 
parmi les bacteries des genres Lactococcus, 

Streptococcus , Enterococcus , Leuconostoc, Lactobacillus , 
Propionibacteria, ou Bifidobacteria . Des bacteries 
preferees sont celles des differentes especes du genre 
Lactococcus , ainsi. que des streptocoques de l'espece 
Streptococcus thezwophilus . 

Pour une espece bacterienne donnee, le ou les 
gene(s) approprie(s) pour conferer aux bacteries tout- ou 
partie de 1 ' equipement enzymatique necessaire . a 
1 ' acquisition d'un metabolisme respiratoire ou pour 
ameliorer. la respiration peuvent etre pour certains genes 
identifies par 1 1 homme du metier a partir de 
1 ' information sur les sequences des genomes bacteriens 
disponible sur les bases de donnees, - qui permet 
d' identifier les genes deja presents dans un 
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microorganisme donne et les voies metaboliques auxquelles 
peuvent participer ces genes. A defaut de la sequence 
genomique de l'espece bacterienne ; d' interet , la ou - les 
sequence (s) d'.une ou plusieurs especes voisine est (sont) 
utilisable (s) pour determiner quels genes sont 
~ probablement presents. Par exemple, les sequences 
completes ou quasi completes du genome de plusieurs 
especes de streptocoques (Streptococcus, /nutans et 
jSntejrococcus . [precedemment Streptococcus] faecalis) , 
ainsi" que- d'autres bacteries a gram positif • sont 
actuellement disponibles> et revelent la presence de 
plusieurs des genes requis pour la respiration. Ces 
especes sont assez.. proches phylogenetiquemerit de 
bacteries lactiques couramment utilisees dans l'industrie 
alimentaire telles que les streptocoques thermophiles , et 
sont egalement apparentees aux lactocoques . ■ 

Ainsi, la transformation de bacteries, de 
•1 ' espece .Lactococcus ou Streptococcus par un ou plusieurs 
gene ts) codant pour une ou plusieurs proteine (s) de la 
voie de biosynthese de l'heme peut permettre d'obtenir 
des bacteries possedant un "metabolisme respiratoire sans 
qu'il soit, necessaire d'ajouter de derives porphyriques 
au milieu de culture. ~ 

Les genes souhaites peuvent etre obtenus a 
partir d'une bacterie aerobie stricte, ou d'une bacterie 
aerobie facultative. lis peuvent aisement etre identifies 
a partir des genomes bacteriens disponibles sur les bases 
de donnees . Par . exemple, on peut utiliser des genes 
obtenus a partir de JBacIllus subtilis , qui est. une 
bacterie aerobie, et dont la sequence genomique complete 
a ete publiee. 

On peut ainsi apporter a une bacterie lactique 
la totalite des genes necessaires pour conferer un 
metabolisme respiratoire. On peut egalement, si on le 
souhaite, n'apporter qu'une partie de ces genes, par 
exemple afin d'etre en mesure de controler de _<dif ferentes 
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manieres les conditions dans lesquelles la bacterie sera 
capable de respirer. 

On peut ainsi construire, a titre d'exemples 
non-limitatif s : 

- une bacterie lactique possedant la totalite 
des genes necessaires au metabolisme respiratoire ; la 
commutation entre un metabolisme fermentaire et un 
metabolisme respiratoire peut ..etre controlee par 
modification de la teneur en oxygene du milieu de 
culture ; 

- une bacterie lactique possedant la totalite 
des genes codant les proteines du cycle de Krebs et la 
totalite des genes des cytochromes, mais depourvue de 
tout ou partie des genes de la voie de • biosynthese de 
l'heme ; la commutation d'un metabolisme fermentaire a - un 
metabolisme respiratoire, necessitera alors, outre 
1' aeration du milieu, 1' addition d'heme ou de l'un de ses 
precurseurs . 

Pour l'obtention d'une bacterie lactique 
transf ormee conforme a I 1 invention, le ou les gene(s)- 
souhaite(s) peuvent etre introduits separement , ou au 
moins une partie d' entre eux peut etre regroupee en un ou 
plusieurs operon(s) . 

Par exemple, pour conferer a L. lactis une 
capacite totale ou partielle de biosynthese de l'heme, on 
peut transferer dans L. lactis l'un ou les deux operons 
de l'heme de B. subtllis ou. bien seulement certains des 
genes presents sur ces operons. 

Pour obtenir des bacteries lactiques conformes 
a 1' invention on peut aussi favoriser 1' expression de 
genes intervenant dans le metabolisme respiratoire 
naturellement deja presents chez lesdites bacteries. Ceci 
peut etre ef fectue par exemple en agissanc sur la 
regulation en cis ou en trans de l'activite de ces genes. 

Outre les modifications- genet iques, 

mentionnees ci-dessus, - permettant de leur conferer un 
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metabolisme ~ respiratoire, ou de favoriser ledit 
metabolisme , les bacteries lactiques conformes a 
1' invention peuvent comprendre en outre d'autres 
modifications, notamment 1 ' introduction d'une ou 
5 plusieurs sequences d'acide nucleique leur permettant la 
production de substances d'rnteret. 

Des bacteries lactiques conformes a 
1' invention peuvent etre obtenues en mettant en oeuvre des 
techniques classiques de genie genetique,. connues- en 

10 elles-memes de 1'homme de 1 ' art . 

Pour le clonage des genes, ' le ou les. genes 
souhaites peuvent etre associes a des sequences de 
contr61e de la transcription et " de la traduction 
f onctionnelles dans la bacterie lactique que 1'on 

15 souhaite transformer. On peut notamment, si on le 
souhaite, placer un ou plusieurs des genes transferes 
sous controle transcript ionnel d' un promoteur inductible, 
. afin de permettre le controle de la commutation entre 
metabolisme fermentaire et metabolisme respiratoire . 

20 Les constructions realisees sont placees dans 

un vecteur approprie pour les introduire dans la bacterie 
lactique concernee . Des vecteurs utilisables pour 
transformer des bacteries lactiques de dif ferentes 
especesv . et permettant soit de maintenir 1 7 information 

25 genetique. introduite sous forme d'un replicon independant 
stable, soit de l'integrer au chromosome bacterien, sont 
connus en eux-memes. L # integration au chromosome 
bacterien peut notamment s'effectuer par transposition, 
ou par une methode de remplacement de genes par 

30 recombinaison homologue, selon des methodes connues en 
elles-memes de 1'homme de 1 ' art . A titre d'exemples non 
limitatifs de methodes utilisables et de vecteurs 
permettant la mise en oeuvre de ces methodes, on citera 
notamment les methodes et vecteurs decrits dans la 

35 Demande PCT WO 93/18164 au nom de l'INRA. 
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Dans les cas ou la quantite d' information 
genetique a transferer necessite 1 ' introduction de grands 
segments d'ADN, on peut utiliser les techniques de fusion 
de protoplastes ou de -conjugaison bacterienne. 
5 Des bacteries lactiques conformes a 

1' invention peuvent egalement etre produites par 
selection de mutants, naturels ou obtenus par mutagenese 
aleatoire, chez lesquels l'activite et/ou 1' expression 
d'une proteine intervenant dans le metabolisme 
10 fermentaire, ou le favorisant, est reduite ou 
inexistante, ou bien de la selection des mutants chez 
lesquels l'activite et/ou 1' expression d'une proteine 
intervenant dans le metabolisme respiratoire, est 
augment ee . 

15 Le f onctionnement . du metabolisme respiratoire 

chez la bacterie modifiee conforme a l 1 invention peut 
etre verifie'en effectuant la culture de ladite bacterie 
dans" des conditions permettant 1' induction d'un 
metabolisme respiratoire (c'est a dire sous aeration, et 

20 eventuellement, en conditions d' induction d'un ou 
plusieurs promoteurs inductibles controlant 

eventuellement 1' expression d'un ou plusieurs des genes 
transferes et/ou en presence d'heme ou de l'un de ses 
precurseurs dans le cas ou la bacterie transformee ne 

25 comprend pas la- totalite des genes de la voie de 
biosynthese de l'heme, etc), et en mesurant les 
parametres suivants : i) le pH de la culture finale, ii) 
les produits consommes ou formes pendant la duree de la 
culture (par exemple I'oxygene consomme, la production de 

3 0 fumarate ou celle de lactate, la quantite de carbone 
totale en fin de culture, qui permet notamment d'evaluer 
la production de C0 2 pendant la respiration, etc.), iii) 
la population bacterienne en fin de croissance, iv) la 
survie pendant un stockage long, et v) les proprieties de 

35 re-acidification lorsque- la soiiche transformee est 
utilisee comme levain . (demarreur de culture) pour une 
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fermentation. Si on le souhaite, une detection d'heme au 
sein des cellules, ou de l'activite des proteines 

necessitant 1 ' heme pour fonctionner (comme par exemple 

les cytochromes), peut etre realises. 

Des souches de bacteries lactiques modifiees 
conformes a "l 1 invention., lorsqu' elles sont cultivees en 
aerobiose, presentent une . croissance importante, ce qui 
permet de proposer leur utilisation comme cell.ules-hotes 
dans le cadre . des procedes classiques de production de 
substances d' interet par genie genetique.. 

La presente - invention a aussi pour objet un 
procede de culture de bacteries lactiques, caracterise en 
ce qu-'il comprend la culture d'au moins une souche de 
bacterie lactique conforme a l 1 invention en . conditions 
permettant 1 ' induction d' un metabolisme respiratoire chez 
ladite souche. 

Lesdites conditions d.Mnduction du metabolisme 
respiratoire comprennent 1' aeration de la culture ; 
avantageusement,_ .cette aeration est effectuee de maniere 
a maintenir, pendant toute la duree de la culture, un 
apport en oxygene egal a au moins 5 millimoles par litre 
de milieu de culture. 

Selon les caracteristiques de la souche 
conforme a 1 ' invention utilisee , et notamment selon sa 
capacite a assimiler l/heme, ou a en effectuer la 
biosynthese, lesdites conditions d' induction du 
metabolisme respiratoire peuvent egalement . comprendre 
1 ' addition d'un derive pprphyrique au milieu " de culture, 
comme decrit dans la Demande PCT/IB99/0143 0 . : 

Tres avantageusement , les souches de bacteries 
lactiques conformes a 1 ' invention peuvent etre utilisees 
pour l'obtention de levains lactiques. 

Dans ce cas, le procede conforme a 1 1 invention 
comprend en outre la ...recolte des bacteries a 1 ' issue de 
ladite culture, et eventuellement , leur conditionnement 
et leur conservation, par tous moyens appropries . 
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La recolte des bacteries peut etre effectuee 
par tous moyens connus en eux-memes ; on peut par exemple 
repartir la culture dans des conditionnements appropries 
et la., conserver sous cette forme jusqu'a utilisation ; 
general ement , on preferera toutefois separer les 
bacteries du milieu de culture et les concentrer par 
centrif ugation ou par filtration. Les bacteries recoltees 
peuvent ensuite etre conditionnees en vue ' de leur 
conservation. 

La presente invention englobe egalement les 
levains -lactiques comprenant au moins une souche de 
bacterie lactique modifiee conforme a 1 'invention, . et 
notamment, des levains susceptibles d'etre obtenus par le 
procede conforme a 1 'invention. 

Ces levains peuvent egalement comprendre une 
ou plusieurs autres souches bacteriennes , d'une meme 
espece ou d'especes differentes. Plusieurs especes -ou 
plusieurs souches differentes peuvent avoir ete cultiyees 
simultanement (dans le cas ou leurs conditions optimales 
de croissance sont compatibles), ou bien cultivees 
separement et reunies apres la recolte. 

Les levains lactiques conformes a 1 'invention 
peuvent etre recoltes et conserves dans les memes 
conditions que les levains lactiques de l'art anterieur, 
et jiotamment que les levains lactiques qui font l'objet 
de la Demande PCT/IB99/01430 ; ils possedent des 
proprietes de conservation et de redemarrage au moins 
comparables a celles de- ces derniers. 

L' invention englobe egalement 1 ' utilisation 
des levains lactiques conformes a 1* invention pour 
l'obtention de produits f ermentes . . En particuli'er , 
1' invention a pour objet un procede de preparation d'un 
produit ferment^/ caracterise en ce qu'il comprend 
1 ' ensemencement d'un milieu a fermenter a 1 ' aide d'un 
levain lactique conforme a 1* invention. 
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L' invention sera davantage illustree a 1 ' aide 
du complement de description qui va suivre, qui se refere 
a des exemples non-limitatif s d'obtention de bacteries 
lactiques conformes a . 1 1 invention. 

5 EXEMPLE 1 : OBTENTION D'UNE SOUCHE DE L. LACTIS EXPRIMANT 
LES GENES NECESSAIRES POUR PRODUIRE DU PROTOHEME . IX 

Les genes hemA - (NADP (H) : glutamyl -tRNA . 
reductase, numero d'acces SWISS-PROT : P16618) , hemL (GSA 
2 , 1-aminotransf erase, numero d' acces SWISS -PROT : 

10 P30949) , hemB (Porphobilinogen synthase, numero d'acces 
SWISS-PROT : P30950) , hemC (Hydroxymethylbilane*. synthase, 
numero d'acces SWISS-PROT : P16616) , .hemD 

(Uroporphyrinogene III synthase, numero d'acces SWISS- 
PROT : P21248) , et hemE (Uroporphyrinogene decarboxylase, 

15 numero d'acces SWISS-PROT : P32395) , hemY (fonctions 
Coproporphyrinogene III oxydase et Protoporphyrinogene 
oxydase numero d'acces SWISS-PROT .: P32397) et hemH 
(f errochelatase, numero d'acces SWISS-PROT : P32396) de 
Bacillus subtllis permettent la synthese du protoheme IX 

20 a partir du glutamyl -tRNA. 

Les genes hemACDBL contenus dans un seul 
operon chez B.. subtilis sont amplifies par PCR a partir 
de la souche 3G18 (pLUG1301) [HANS SON ET HEDERSTEDT , J . 
Bacteriol., 174(24) : 8081, (1992)] en utilisant des 

25 amorces permettant d'obtenir la sequence codante des 
genes avec le promoteur, le site de fixation des 
ribosomes et le terminateur : 
Amorce sens : 

5 ' -GGGGAGCTCGGTATTGTCAATAGGAATGC-3 ' , 
3 0 Amorce ant i sens : . 

5 1 - GGGGATCCGTGGGAGAGCACGAAAAA -3'. 

L ' amplification [5 mn 96°C, (30 s. 96°C # 1 mn. 
55°C f 5 mn 72°C) 30 fois] est effectuee avec 5 unites de 
Taq polymerase haute fidelite (Promega) en presence de 
35 4 mM de MgCl2 . 

Un fragment de 6500 pb est obtenu. Ce fragment 
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est ensuite clone sur le plasmide pCR-TOPO (INVTTROGEN) 
dans la souche E. coli TOP10 ( INVI TROGEN ) . Le plasmide 
obtenu, denomme pTHeml, est digere par Spel et traite par 
1'ADN polymerase/ fragment de Klenow, afin d'obtenir un 
bout franc. Le plasmide pTHeml est ensuite digere par 
Sad et le fragment hemAXCDBL est purifie. II est integre 
au plasmide pIL252 prealablement digere par Xhol, traite 
a la Klenow puis par SacI • [SIMON ET CHOPIN, Biochimie, 
70. : 559-566, (1988)]. Le plasmide- resultant denomme 
pILHeml est introduit dans la souche de L. lactis MG1363 
[GASSON, J . Bacterid., 154 : 1-9, (1983)]. La production 
d 1 uroporphyrinogen III par cette souche est determinee 
comme precedemment decrit par ANDERSON et IVANOVICS, [J. 
Gen. Microbiol., 49 : 31-40, (1967)]. 

Les genes hemEHY contenus dans un seul operori 
chez B. subtilis sont amplifies par PCR a partir de la 
souche 3G18 (pLUG13 01) en utilisant des amorces 
permettant d ! obtenir la sequence codante des genes avec 
ou sans le promoteur, avec le site de fixation des 
ribosomes et le terminateur : 
amorce sens : 

5 ' - GGGATCCGTATGAAAGGTGGAAATC - 3 1 , sans promoteur 

5 ' -GGGGGATCCGGCGATTTTTTGAACTTTGAGCTACA-3 ' , avec promoteur 

amorce ant i sens : 

5 1 - GGGCTCGAGACACAATATTGCCATTGCACATC - 3 ' . 

L 1 amplification [5 mn 96°C, (30 s. 96°C, 1 mn. 
55°C, 5'mn 72°C) 30 fors] est effectuee avec 5 unites de 
Taq polymerase haute fidelite (PromegaX en presence de 
4 mM de MgC12 . Un~ fragment de 3600 pb est obtenu. Ce 
fragment se revele inclonable dans les systemes de 
clonage utilises chez E. coli ou chez L. lactis. Ceci 
peut etre du, d'apres la litterature a la toxicite du 
f^roduit de gene hemY chez E. coli. Par extension, il 
n'est pas exclu que HemY soit aussi toxique chez 
X. lactis. 

Les genes hemEH • contenus dans l'operon hemEHY 
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chez B. subtil'is sont amplifies par PCR-a partir de la 
souche 3G18 (pLUG1301) en utilisant des amorces 
permettant ■ d'obtenir la sequence codante des genes avec 
le site de fixation des ribosomes. 
amorce sens : 

5 ' - GGGGTACCTCTAGACCGTATGAAAGGTGGAAATCAG - 3 1 
amorce antisens : 

5 1 - CCATCGATCTTTAACGTCCTAATTTTTTTAATAC 

Ce fragment est ensuite. clone sur le plasmide 
pCR-TOPO (iNVITROGEN) dans la souche E. cold TOP10 
(INVITROGEN). Le plasmide obtenu, denomme pTHem4 , est 
linearise par Xbal , puis les extremites sont rendues 
f ranches par le f ragment " Kl enow de l'ADN polymerase.. Le 
plasmide. pTHem4 est ensuite digere par Clal et le 
fragment hemEH est purifie. Ce fragment est ensuite place 
sous la - dependance du promot eur P n i S , induct ible & - la 
nisine (systeme NICE, brevet EP0712935 de VOS et KUIPERS) 
sur un plasmide derive de pNZ8020 prealablement coupe par 
JBamHI, traite a. la polymerase de Klenow, puis coupe par 
Clal . Le plasmide resultant denomme pGHeml est introduit 
dans la souche de L. lactis NZ9000 contenant le plasmide 
pILHeml. La production de protoheme IX par cette souche 
est determinee comme decrit par SHIBATA, [Methods of 
biochemical analysis, D. Glick (Ed.), Interscience , New 
York-, Vol, VII, 77-109, (1959)]. 

Les operons hemACDBL et hemEH sont utilises 
-pour complementer des mutants correspondants de B. 
subtilis (Bacillus Genetic Stock Center) afin de 
s' assurer de leur f onctionnalite . 

- Les souches obtenues sont testees pour leur 
capacite a respirer de fagon autonome dans des conditions 
de culture en aeration, avec ou sans hemine et en 
induisant 'I' expression de l'operon hemEH a la nisine. La 
souche utilisee en controle negatif est une souche NZ9000 
contenant les plasmides vecteurs seuls respect ivement 
pIL252 et pGK:CmR:P nis . La densite optique des- cultures 
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est . suivie a 600 nm. En condition d' aeration, avec 
hemine, les valeurs de D0 60 o obtenues sont.de 2,87 pour le 
controle negatif et de 3,23 pour la souche contenant - les 
genes hem. Sans hemine, les valeurs sont de 2,10 pour le 
controle negatif et 2,78 pour- la souche contenant les 
genes hem. Ces resultats mont rent ■ que 1 ' introduction des 
genes hemA, hemL, hemB, hemC, hemD, hemE et hemH de B. 
subtilis chez L . lactis semble suffisante pour assurer la 
biosynthese d'heme et aboutir a un phenotype partiel de 
respiration. 

Les resultats obtenus lors du suivi de la 
croissance de la souche de L . lactis contenant les genes 
hemA, hemL, hemB, hemC, hemD, hemE et hemH de B . 
subtilis, comparee a une souche controle, sont 
recapitules dans le Tableau I ci-dessous.. 



Tableau I 



Conditions de culture 


Densite optique Aeoo (biomasse) 


Controle (sans genes hem) : 
L lactis NZ9000 
(PIL252 ; pGK :CmR :P nis ) 


Genes hem clones : 

L lactis NZ9000 
(pILHeml ; pGHeml) 


Aeration, nisine 
Sans hemine 


2.1 


2.8 


Aeration nisine 
Plus hemine 


2.9 


3.2 



EXEMPLE 2 : CRIBLAGE POUR L'ISOLEMENT D'UNE SOUCHE DE 
L. LACTIS AYANT UNE MEILLEURE CAPACITE DE RESPIRER. 



La respiration de L . lactis repose notamment 
sur la capacite de la cellule a assimiler 1'hemine, un 
cofacteur essentiel de 1 ' activite . respiratoire . D'apres 
les travaux de KAY et al. [J. Bacteiriol. 164 :1332-1336, 
(1985)] et ISHIGURO et al . [J Bacteriol. 164 :1233-1237, 
(1985)], les bacteries qui accumulent 1 ' hemine sont aussi 
capables de fixer un colorant, le rouge congo . 
L' utilisation du rouge congo permet d'isoler des souches 
fixant le colorant plus ou moins bien que le temoin. 

Une mutagenese aleatoire est realisee sur la 
souche L . lactis MG1363 selon la procedure de MAGUIN et 
al. [J. Bacterid., 178 :931-935, (1996)]. Les cellules 
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sont etalees sur boite nontenant du rouge, congo a 
30 /xg/tnl . La souche mere est utilisee. comme temoin. 

Des mutants blancs (fixant moins le colorant) 
sont isoles. Ces mutants ass imi lent l'hemine moins 

efficacement que le temoin et sont defectueux pour la 

respiration. _ 

Des mutants plus rouges que le temoin sont 
-egalement isoles. Ces mutants possedant plus de facilite 
a assimiler l'hemine, seront potentiellement plus aptes a 
respirer que le temoin. 

Les genes* mutes peuvent ensuite etre 
identifies par des techniques connues de 1'homme de l'Art 
par exemple, sel'on la procedure de MAGUIN et al . [J. 
Bacteriol., 178 :931-935, (1996)] . 

EXEMPLE 3 : OBTENTION D'UNE SOUCHE DE L. LACTIS EXPRIMANT 
LES GENES NECESSAIRES POUR PRODUIRE DES QUINONES . 

L' addition de la vitamine B2 (ribof lavine) 
dans le milieu M17 glucose, peut stimuler la respiration 
de L. latctis MG1363 (augmentation de la biomasse) . Dans _ 
cette optique, on . peut augmenter la biomasse en 
respiration par la production de vitamine K2 
(menaquinone) . Cette vitamine est egalement un element 
essentiel des chaines. respiratoires. En se basant sur la 
sequence chromosomique de IL1403, proche de MG1363, on 
s' ape r go it que certains genes sont absents par rapport a 
ce qui est connu chez les bacteries a gram positif 
(Bacillus subtilis) . 

Le clonage de l'operon men de Bacillus 
subtilis chez L. lactis peut done f avoriser la 
respiration chez ce dernier. 

L'operon menFB ytx MxnenBEC comprend cinq genes 
(Bacillus Subtilis and others gram positive bacteria, Ed. 
Sonenshein, A.L., Hoch J. A. and Losick R.., ASM, W. DC) : 
/nenF ; ■ menaquinone- specif ique .2 -ketoglutarate 

deshydrogenase, numero d'acces SWISS-PROT 23973 
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menD : 2-succinyl-6-hydroxy-2 , 4-cyclohexadiene-l- 

carboxylate synthase, numero d'acces SWISS-PROT 23970 
menB : 1 , 4 -dihydroxy-2 -naphtoic acid synthase, numero 
d'acces SWISS-PROT 23966 

menE : o-succinylbenzoic acid _ coenzyme A 

synthetase, numero d'acces .SWISS-PROT 23971 

menC : o-succinylbenzoic acid synthase, pas de numero 
d'acces SWISS-PROT. 

Les genes sont amplifies par PCR a partir de 
la souche 168 [ANAGNOSTOPOULOS et al . , J. Bacteriol . 81 : 
741-747, (1961)] en utilisant les amorces permettant 
d'obtenir la sequence codante des genes avec le promoteur 
et son terminateur. 
Amorce sens : 
5\ GTACTGCTGCCATCAGCCC 3 ' 
Amorce ant i sens : 

5'" CCACGTCCTGTGACGAATACTCCGC 3' 

Le fragment d' environ 8 kilobases est clone 
dans un plasmide multicopie du type pIL253 (SIMON et al . 
Biochimie 559-566 1988) . La f onctionnalite des genes est 
determinee par complementation de mutants men chez 
B. subtills [MILLER et al . , J. Bacteriol., 170 : 2735- 
2741, (1988)]. La production de quinone est determinee 
selon la procedure de MORI SHI TA et al . [J. Diary. Sci . 
82 :1879-1903, (1999)]. 

EXEMPLE 4 : ISOLEMENT DES SOUCHES MUTANT ES DE L. LACTIS 
AY ANT UNE MEILLEURE CAPACITE DE RESPIRER. 

La capacite de respirer est caracterisee par 
la presence d'heme dans la cellule. Le gene codant ■ la 
catalase d'une souche de Bacillus subtilis a ete 
precedemment clone dans L. lactis (demande- PCT/FR00/00885 
aux noms . de 1 ' INRA et du CEA ; Inventeurs . BRAVARD et 
DUWAT) . La catalase a besoin de 1'heme pour son activite. 
Dans la souche de L. lactis contenant le gene clone de la 
catalase, un outil de transposition, le -pGhost9 :ISS1 
(Demande PCT WO 93/18164) est introduit. Une mutagenese 
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est effectuee et les mutants issus de la mutagenese sont 
cribles pour leur activite catalase en presence d'un 
faible quantite d'hemine. Les colonies demontrant une 
forte activite catalase sont select ionnees . La mutation 
responsable de 1 ' augmentation de "1 ' activite catalase est 
identifiee par des techniques connues par 1 ' homme de 
l'Art, par exemple, selon la procedure de MAGUIN et al . , 
[J. Bacterid.", 178 : 931-935, (1996)]. L'activite 
respiratoire est testee pour toutes souches mutantes 
ayant " une activite catalase augmentee par rapport a la 
souche sauvage. Parmi les souches mutantes, celles 
presentant iune respiration plus efficace, peuvent etre 
identifiees par une augmentation de biomasse, pH final 
eleve, et/ou une respiration en presence d'une quantite 
plus faible d' hemine. Des mutants seront reconstruits, 
et/ou le plasmide contenant la catalase peut etre .. 
elimine . 

EXEMPLE 5 : OBTENTION D 1 UNE SOUCHE DE L. LACTIS DONT LE 
ME TAB OL IS ME EST DETOURNE VERS LA RESPIRATION. 

Les enzymes qui catalysent la degradation des 
sucres pour la production d'energie sont sous controle de 
regulateurs. Le regulateur CcpA regule 1' expression de 
plusieurs enzymes glycolytiques / y compris la 
phosphof ructokinase, la pyruvate kinase, et la L-lactate 
deshydrogenase . Un mutant ccpA, caracterise en conditions 
f ermentaires, produit une quantite reduite de lactate, 
mais une quantite plus importante- en acetate et en 
ethanol, ce qui confirme le role regulateur de CcpA 
[LUES INK et al . , Molecular Microbiology 30 : 789-798, 
(1998)]. Aucun travail auparavant ne decrit le 
comportement d'un mutant ccpA des bacteries lactiques en 
conditions de respiration. Les Inventeurs ont emis 
l'hypothese qu'un mutant ccpA pourrait adopter un 
metabolisme respiratoire des le demarrage de la culture, 
ameliorant ainsi 1 9 acquisition de biomasse. 
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La capacite de respirer d'une souche portant 
une mutation dans le gene ccpA est testee. Des mutants 
ccpA sont obtenus soit par un remplacement de gene 
[LUESINK et al . , Mol . Microbiol. 30 :789-798, (1998)], 
soit par insertion de transposon. 

La souche utilisee dans cet exemple (decrite 
par ALEKSANDRZAK et al . , Food Biotechnology 17 :61-66, 
2000) contient un gene ccpA inactive par 1 ' insertion d'un 
transposon, (mais il est probable que tout mutant de ccpA 
donne lieu a des resultats semblables) . La croissance et 
la' biomasse finale sont determinees dans du milieu Ml 7 
plus glucose (1%) ou du milieu BHI plus glucose (1%) , et 
contenant ou non de 1' hemine (10 fig /ml) et aeres ou non- 
aeres , Les inoculums sont prepares "dans du Ml 7 glucose. 

Les. resultats montrant la capacite 
respiratoire du mutant par rapport a la souche sauvage' 
sont illustres par le Tableau II ci-dessous, et par la 
Figure 1 . Ces donn^es indiquent que le mutant ccpA 
presente en fin de culture une biomasse et un pH 
superieurs a la souche sauvage. 



TABLEAU II 



Souche 


Conditions de croissance 


Densite optique A 600 
(biomasse) 
M17 BHI 


pH final 
M17 BHI 


ccpA (derive de la 
souche IL1403) 


sans aeration 
aeration sans hemine 
aeration plus hemine 


2,3 ND 
2,8 2,7 
3,6. 5 


5,2 ND 
5,2 4,2 
5,6 5,3 


IL1403 (sauvage) 


sans aeration 
aeration sans hemine 
aeration plus hemine 


2,3 ND 
2.6 1,5 
3,2 3,9 


5,2 ND 
5,2 4,2 
5.4 4,5 



ND ■ non determine 

La Figure 1 represente la croissance du mutant 



ccpA, par rapport a celle ' de la souche sauvage IL1403, en 
milieu BHI contenant 1% de glucose, et en conditions 
d' aeration, en presence ou en absence d' hemine. 
Symboles : ■, ccpA + hemine ; □, ccpA sans hemine ; 
IL1403 + hemine ; A, IL1403 sans hemine. 

Pour la preparation de levains, le gene ccpA 
peut egalement . etre place sous controle d'un promoteur 
induct ible. La culture des bacteries en vue de la 



WO 01/21808 




PCT/FROO/02611 



preparation du levain est ' effectuee en"' conditions 
n'induisant pas le promoteur, et ccpA n' est pas exprime . 
. . L' utilisation du levain peut s'effectuer dans des 

conditions induisant le promoteur, et permettant ainsi la Q 
5 restauration de 1' expression de ccpA; produis ant une 

souche ayant des activites" equivalentes a celles de la b 
souche sauvage. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Bacterie lactique recombinante modifiee 
genet iquement afin de lui conferer un - metabolisme 
respiratoire, ou d'activer ledit metabolisme. 

2) Bacterie lactique selon la revendication 1/ 
caracterisee en ce qu'elle a subi au moins une 
modification genetique consistant en 1' addition d ' au 
moins un gene codant pour" une proteine interv.enant dans 
le metabolisme respiratoire ou favorisant ledit 
metabolisme. 

3) Bacterie lactique selon une - quel conque des 
revendications 1 ou 2 , caracterisee en ce qu'elle a subi 
au moins une modification resultant en la surexpression 
d'au moins un gene codant pour une proteine intervenant - 
dans le metabolisme respiratoire et/ou une modification 
resultant en 1' activation d'au moins une proteine 
intervenant dans le metabolisme respiratoire ou 
favorisant ledit metabolisme. 

4) Bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle a subi 
au moins une modification resultant en 1 ' inactivation 
totale ou partielle, d'au moins un gene codant pour une 
proteine intervenant dans le metabolisme fermentaire ou 
favorisant ledit metabolisme, et/ou au moins une 
modification resultant en la sous-expression, d'au moins 
un gene codant pour une proteine intervenant dans le 
metabolisme fermentaire ou favorisant ledit metabolisme. 

5) Bacterie lactique selon la revendication 2, 
caracterisee en ce que ledit gene est choisi parmi : 

- les genes codant pour des proteines de la 
voie de biosynthese de l'heme ; 

- les genes codant pour des. proteines de la 
voie de biosynthese des cytochromes ; 

- les genes codant pour des proteines du cycle 

de Krebs. 
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6) Bacterie lactique selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que ledit gene -est choisi parmi : 

- des genes regulateurs des voies metaboliques 
favorisant la voie respiratoire ; 

5 ; - des enzymes de la voie de biosynthese des. 

cytochromes ; 

- des genes codant pour des proteines 

heminiques. . 

7) Bacterie lactique selon la revendication 4, 
10 caracterisee en ce que ledit gene est choisi parmi le - . 

gene ccpA et . le gene gls24. 

8) Bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi . les; bacteries des genres Lactococcus, 

15 Lactobacillus , Leuconostoc , Streptococcus,. 

Propionibacterium, Bifidobacterium, ou Enterococcus . 

9) Bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu' il s'agit 
d'une souche de 1'espece Lactococcus ou Streptococcus 

20 transformee par au moins un gene codant pour, une proteine- 
de .la voie; de biosynthese de l'heme.., 

10) . Procede de culture bacterienne, 
caracterise en ce qu f il comprend la culture d'au moins 
une souche de bacterie lactique selon une quelconque des 

25 revendications 1 a 9/ en conditions permettant 
1' induction d'un metabolisme. respiratoire chez ladite 
souche . 

11) Procede de culture selon la revendication 
10, caracterise en ce qu'il est - mis en ceuvre' pour la 

30 production d'un levain lactique, et qu'il comprend la 
recolte des bacteries a 1' issue de ladite culture. 

12) Levain lactique comprenant au moins une 
souche de bacterie lactique transformee selon une 
quelconque des revendications 1 a 9. 

3 5 13) Procede de preparation d'uri "produit 

fermente, caracterise en ce qu'il comprend 
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1 ' ensemencement d'un milieu a fermenter a l'aide d'un 
levain lactique selon la revendication 12. 

14) Utilisation d'un levain lactique selon la 
revendication 12 pour la preparation d'un produit 
f ermente . 

15) A partir d'un levain lactique recombinant, 
ayant les proprietes de respiration selon les 
revendicat ions 1 a 9, 1 ' introduction d'un gene codant une 
proteine d' interet quelconque. 

16) Utilisation de la souche, decrite dans la 
revendication 15 sous conditions de respiration pour la 
production de ladite proteine heterologue. 
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